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摘要 : 昆虫 主要 依靠 先天 人 免疫 反应 来 抵御 外 源 异 物 的 人 侵 , 而 与 血 淋 巴 黑 化 及 抗菌 肽 合成 等 过 程 密切 相关 的 丝氨酸 
重 日 酶 激活 级 联 反应 在 其 中 起 着 重要 作用 。 为 阐明 丝氨酸 重 白 酶 在 菜 粉 蝶 Pieris rapae 免疫 中 的 作用 , 本 文通 过 简 并 
引物 RT-PCR 克隆 获得 了 菜 粉 蝶 丝 氨 酸 蛋 日 酶 家 族 基因 Pr-SPI 的 cDNA HR, 并 利用 RACE 法 扩 增 获得 其 全 序列 。 
该 cDNA 序列 长 1 489 bp, 其 中 开放 阅读 框 长 1 059 bp, 共 编 码 353 个 氨基 酸 残 基 。Pr-SP1 含 一 长 度 为 20 PEER 
残 基 的 信号 肽 序列 , 其 蛋白 理论 分 子 量 为 36. 85 kDa, 理论 等 电 点 为 6.41。 多 序列 比 对 结果 表明 ，Pr-SP1 与 其 他 昆 
忠 的 同 源 和 蛋白 基因 序列 上 存在 较 高 一 致 性 , EN 端 有 一 个 发 来 结构 域 , 而 C 端 是 一 个 具有 催化 活性 的 结构 域 。 实 时 
荧光 定量 RT-PCR 及 人 免疫 印迹 结果 表明 , IA Pr-SP1 主要 在 颗粒 血细胞 内 进行 转录 ,其 蛋白 产物 主要 定位 在 血浆 ; 
Pr-SPI 在 不 同 虫 态 及 虫 龄 都 有 转录 , HET MAS I) HAS ME RARA RA, 其 中 5 龄 幼虫 最 高 ， 卵 期 最 低 ; Pr- 
SPI 的 转录 水 平 及 其 蛋白 产物 的 表达 水 平均 会 被 大 肠 杆菌 Escherichia coli, HE AEREA Micrococcus luteus 和 巴 斯 德 毕 
INTERE Pichia pastoris 诱导 。 根 据 这 些 结 果 分 析 认 为 , Pr-SP1 属于 Spätzle 蛋白酶 前 体 激 活 酶 , 并 参与 菜 粉 蝶 的 先天 免 
疫 反 应 。 
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Molecular cloning, characterization and expression profiling of a serine 


protease gene Pr-SPI in Pieris rapae ( Lepidoptera: Pieridae ) 

ZHU Yang-Keng, FANG Qi, HU Cui, YE Gong-Yin* ( Ministry of Agriculture Key Laboratory of Molecular 
Biology of Crop Pathogens and Insects, Institute of Insect Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 
310029, China) 


Abstract. Insects mainly rely on innate immune responses to resist foreign invasion. Activation of the serine 





proteinase cascades, involved in hemolymph melanization and antimicrobial peptide synthesis, plays an 
important role. To define the role of serine proteinases in the innate immune responses of Pieris rapae, a 
cDNA fragment of a serine proteinase gene, Pr-SPI screened by RT-PCR using degenerate primer, was 
sorted out in this article. The full-length cDNA of Pr-SP] was cloned using RACE strategy. The cDNA 
length was found to be 1 489 bp, including a 1 059 bp open reading frame, which encodes 353 amino acids 
with a 20-amino-acid signal peptide. The predicted protein molecular mass and pl are 36. 85 kDa and 
6.41, respectively. Multiple sequence alignment result revealed that Pr-SP1 shares high identities with its 
homologs in other insect species, which also possesses a clip and active catalytic domain at N-terminus and 
C-terminus, respectively. Real-time quantitative PCR and Western blotting results indicated that Pr-SPI 
was primarily transcribed in granulocytes in the pupal stage and the protein product of Pr-SP1 was detected 
mainly in plasma. Pr-SPI was transcribed and its protein product expressed in different developmental 
stages and instars. The highest and lowest transcript and expression levels appeared in 5th instar larvae and 
egg stages, respectively. The transcript level of Pr-SPJ and expression level of Pr-SP1” s protein product 
could be induced by Escherichia coli, Micrococcus luteus and Pichia pastoris. According to these results, Pr- 
SP1 could be considered as a candidate of Spätzle processing enzyme, which may participate in the innate 


immune responses in P. rapae. 
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E HB IC EI SAE DA Al, 其 免疫 缺 
乏 复 杂 的 、 具 有 记忆 性 的 获得 性 免疫 系统 ， 而 仅 依 
徘 先天 免疫 系统 来 抵御 和 消灭 病原 体 、 寄 生 卵 等 入 
侵 异 物 ( Lavine and Strand, 2002; Iwanaga and Lee, 
2005) 。 昆 忠和 完 天 免疫 反应 由 细胞 免疫 与 体液 免疫 
两 部 分 组 成 , 其 中 体液 免疫 是 昆虫 先天 免疫 反应 的 
重要 组 成 部 分 (Iwanaga and Lee, 2005), 进入 昆虫 
体内 的 诸如 细菌 、 真 菌 等 病原 物 被 模式 识别 蛋 日 
( pattern recognition protein) 识别 , 诱导 机 体 合成 具 
有 细胞 毒性 的 和 蛋 日 或 小 肽 及 生化 物质 ( 如 朽 氧 化 酶 
级 联 反应 产生 的 醒 ) 来 消灭 人 侵 物 (Bulet et al., 
1999, Iwanaga and Lee, 2005 ) 。 体 液 免 疫 反 应 过 程 
十 分 复杂 , 而 重 日 酶 水 解 级 联 反 应 则 在 其 中 起 着 关 
键 作用 (Kanost et al., 2004) 。 

屁 申 丝氨酸 和 蛋白酶 (serine proteinases, SPs) 是 
一 类 具有 特异 性 保守 结构 的 蛋 日 水 解 酶 。 序 列 分 
HEN, 大 多 数 SPs 的 N 端 含 有 至 少 一 个 发 夹 结 构 
域 (clip domain); C 端 是 其 催化 活性 结构 域 ， 催化 
中 心 是 3 个 保守 氨基 酸 残 基 组 成 的 催化 三 联 体 
(catalytic triad residues), 分 别 是 His, Asp 和 Ser 
(Jiang and Kanost, 2000; Ross et al., 2003 ) 。 它 参 
与 昆虫 体液 免疫 反应 中 的 蛋 日 酶 水 解 级 联 反应 , 与 
血 淋 巴 黑 化 及 抗菌 肽 合成 等 过 程 密切 相关 : 在 血 淋 
巴 黑 化 过 程 中 , 活化 后 的 前 酚 氧 化 酶 激活 酶 (proPO 
activating proteinase, PAP) 促使 前 酚 氧 化 酶 
PPO ) 转化 为 酚 氧 化 酶 
( prophenoloxidase , PO ) 。 酚 氧化 酶 催化 产生 黑色 
R, 形成 黑 化 反应 , AT ARSE N AE E OD A ig J ad E, 
者 愈合 伤口 (Jiang et al., 2003a; Gorman et al., 
2007; Wang and Jiang, 2007; Zhao et al., 2007) ; 在 
抗菌 肽 合成 过 程 中 , 活化 后 的 Spätzle LE A HA 
TE EE ( proSpätzle processing enzyme, SPE ) 促使 
Spätzle E ABU ARK RR ÆI EAT, 继而 诱导 抗菌 
肽 的 合成 (Jang et al., 2006; Feldhaar and Gross, 
2008; Kim et al., 2008; An et al., 2010); 除 此 之 
Ah, SPs 54 MEER] ( Osaki and Kawabata, 2004) ~ 
动物 胚胎 发 育 (Gobert et al., 2003), JERK Fl 
(non-self recognition) ( Ariki et al., 2004) 等 过 程 中 
发 挥 重 要 作用 。 在 昆虫 体内 里 ,除了 存在 大 量 的 
SPs, 还 存在 SPs 的 调节 因子 ,主要 包括 丝氨酸 生日 
酶 同系 物 ( serine proteinase homologs, SPHs) 和 SPs 
的 抑制 因子 serpin 家 族 , HAM UV HD AREA 


( prophenoloxidase , 


酶 识别 异物 和 定位 , 后 者 能 特异 性 地 与 对 应 SPs 结 
合并 抑制 调节 其 功能 (Kanost，1999; Kim et al., 
2002; Jiang et al., 2003b; Yu and Kanost，2003 ) 。 
SEM Pieris rapae ( Lepidoptera: Pieridae ) 是 世 
FET FER) HS St SE, 主要 人 危害 油菜 、 甘 
蓝 、 花 可 荣 和 介 荣 等 十 字 花 科 蔬 荣 。 现 今 针 对 沫 粉 
蝶 的 生物 防治 研究 主要 集中 于 寄生 蜂 与 其 相互 作 
用 的 研究 (HR, 1986; Asgari et al., 2003; Cai et 
al., 2004; Fang et al., 2010), 而 关于 菜 粉 蝶 本 和 号 先 
天 免疫 系统 的 组 成 、 人 免疫 相关 因子 的 功能 则 鲜 见 报 
道 。 此 外 ,目前 国内 外 对 昆虫 SPs 的 研究 主要 以 黑 
HRI Draosophila melanogaster, ZÆ Bombyx mori 
BRA BE KK Manduca sexta 等 模式 昆虫 为 对 象 
(Iwanaga and Lee，2005 ) ， 而 针对 重要 农业 害虫 
SPs IFIED, ARTE, ASC BSE i ER 
为 研究 对 象 ， 以 其 肾 期 脂肪 体 和 血细胞 的 总 RNA 
为 模板 ,成 功 殉 隆 了 一 个 编码 SP 的 cDNA 全 序列 
Pr-SP1, 分 析 了 Pr-SPI 的 转录 与 表达 谱 , 证 明 Pr- 
SP1 与 菜 粉 蝶 的 先天 免疫 相关 。 本 文 所 获 研 究 结果 
一 方面 为 深入 研究 沫 粉 蝶 SPs 的 生物 学 功能 葛 定 基 
fit, ATA BARA EE SPs 的 新 型 杀 
EEE ET FR o 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

菜 粉 蝶 幼 虫 采 自 浙 江 大 学 华 家 池 校 区 (杭州 ) 
农场 实验 田 , 置 于 人 工 气 候 室 内 (温度 25 +1%C, 相 
对 湿度 75% , 光 周 期 14L: 10D) 的 金属 网 党 中 (长 
x 7% XJS =55 cmx55 cm Xx 55 cm, 1.0 mm x1.0 
mm 网 格 ) , 用 新 鲜 从 未 施用 农药 的 甘蓝 叶 卢 饲养 ， 
HEM. 
1.2 基因 克隆 与 序列 分 析 
1.2.1 血细胞 和 脂肪 体 总 RNA 及 cDNA 制备 : 将 
1 uL 含 有 5 x 10 KBE ER Escherichia coli 
(DH5a) 的 PBS 缓冲 液 (137 mmol/L AALEN, 2.7 
mmol/L A 1h 4H, 4.3 mmol/L BRA A, 1.4 
mmol/L ERAH ) GES A Seer AN, FEN 
30 ko TERN 1 h 后 取样 , 用 昆虫 针 轻 轻 扎 破 翅 芽 ， 
收集 血 淋 巴 , 200 8 离心 10 min, 弃 上 清 , 沉淀 即 为 
血细胞 , 然后 解 训 荣 粉 蝶 晴 取 脂 肪 体 ， 置 于 1.5 mL 
灭 菌 eppendorf 管内 , 分 别 用 1 mL Trizol HA, $e 
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Trizol Reagent 说 明 分 别 抽 提 血细胞 及 脂肪 体 组 织 
的 总 RNA, RNA 纯度 及 定量 则 采用 紫外 分 光 论 度 
法 OD 及 0Dzw 值 分 别 进行 测定 。 利 用 
SuperScript® II First-Strand 试剂 盒 (Invitrogen ) Ll 
1 ug & RNase-free DNase 消化 后 的 总 RNA 为 模板 ， 
采用 oligo dT 合成 第 一 链 cDNA. 

1.2.2 cDNA 片段 克隆 : 根据 已 报道 的 昆虫 SPs 的 
PA FL We PR ST FR (Ross et al., 2003; Jiang et al., 
2005 ) 设计 简 并 引物 PrSP-F 和 PrSP-R( R1), Soke 
菜 粉 蝶 体 内 的 SPs 基因 片段 。 以 1.2.1 中 制备 的 
cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 。 反 应 条 件 为 : ACH 
变性 3 min, 94°C 变性 30 s, S2% 退火 30 s, 72°C HE 
伸 1 min, # 30 个 循环 , 最 后 72°C 延伸 10 min, 
PCR 产物 经 1% DRS BE aE BS FB Yk OP PS, 切 胶 回收 
500 bp FAW AT, 克隆 至 pGem-T Easy 载体 
(Promega) 内 ,转化 Trans-Tl 感受 态 细胞 , 挑 取 蓝 
日 斑 盘 选 呈 阳性 的 克隆 , 送 至 上 海 生 工 生物 技术 有 
限 公司 测序 。 

1.2.3 全 长 cDNA 克隆 : 利用 末端 快速 扩 增 法 


(rapid-amplification of cDNA ends, RACE) 扩 增 Pr- 
SPI cDNA 全 长 。 按 TaKaRa 公司 的 3'-Full RACE 
Kit #1 5’-Full RACE Kit 说 明 分 别 制 备 可 用 于 RACE 
反应 的 cDNA 第 一 链 。 对 Pr-SP1 cDNA AY 3'40 5 Sig 
进行 扩 增 。 根 据 1.2.2 获得 SPs cDNA 卢 段 序列 ， 
WITH] PrSP1-SRAP1 和 PrSP1-SRAP2( 表 1) 
扩 增 其 5' 端 , 其 中 PrSP1-5RAP1 和 试剂 盒 提 供 的 3 
RACE Outer Primer( 表 1 ) 配对 进行 第 一 次 PCR, 以 
第 一 次 PCR 产物 为 模板 ,采用 PrSP1-5RAP2 和 试 
剂 盒 提供 的 SRACE Inner Primer( 表 1 ) 进行 第 二 次 
PCR; 同时 设计 梨 式 引物 PrSP1-3RSP 和 PrSP1- 
3RSP2( 表 1) 扩 增 其 3'% 5, 其 中 PrSP1-3RSP 1 和 试 
HEHEH 3’RACE Outer Primer( 表 1) 配 对 进行 第 
一 次 PCR,， 以 第 一 次 PCR 产物 为 模板 , 采用 PrSP1- 
3RSP 2 和 试剂 盒 提 供 的 3"RACE Inner Primer( R 1) 
进行 第 二 次 PCR, Xf PCR 产物 进行 1% GAB HE BE 
胶 电 泳 , 对 目的 条 齐 进 行 切 胶 回 收 , 并 将 其 克隆 至 
pGem-T Easy 载体 内 , 然后 进行 测序 获得 Pr-SP1 的 
3' 和 5 ig FP o 


表 1 本 研究 所 用 引物 列表 


Table 1 Oligonucletide primers used in this study 


引物 功能 引物 名 称 引物 序列 (5 3") EXE) 

Primer function Primer name Primer sequence Annealing temperature 
片段 克隆 PrSP-F GTATCGATACVGCSGCNCAYTG 70.7 
Fragment cloning PrSP-R GTTGGRCCRCCRGARTCNCC 71.8 
S wg) 1% PrSP1-SRAPI TGCCAACGCATAAACCTCCAT 62.8 
5' end amplification PrSP1-5RAP2 TCGGCAATCCATTTCGCTCGT 67.3 
5’ RACE Outer Primer CATGGCTACATGCTGACAGCCTA 62.8 
5’ RACE Inner Primer CGCGGATCCACAGCCTACTGATGATCAGTCGATG 81.3 
350 HS PrSP1 -3RSP1 GAGCGAAATGGATTGCCGAAGC 67.8 
3’ end amplification PrSP1 -3RSP2 TCACGCCTCATCACGGATAAACAA 66.4 
3’ RACE Outer Primer TACCGTCGTTCCACTAGTGATTT 58.5 
3’ RACE Inner Primer CGCGGATCCTCCACTAGTGATTTCACTATAGG 72.9 
实时 效 光 和 定量 PCR RTSP1 -F TCGTAGATGTGCCTGTCGAG 56.6 
Real-time quantitative PCR RTSP1-R AGATCCATGTTCCGTTTTGC 57.4 
RT18S-F GCAGGTACGCGGGTATTAGA 58.1 
RT18S-R CTTGGATGTGGTAGCCGTTT 57.6 
重组 表达 SubSP1 -F CGGAATTCCTCAAGGATTGCAATGGTGACGCA 68.9 
Recombinant expression SubSP1-R CGGTCGACTTACGGTTCAAGCTTTGTTAGGA 64.1 


1.2.4 序列 分 析 : cDNA 和 推导 氨基 酸 序列 分 析 在 
DNAStar ( Version 5. 02, DNAstar Inc. ) 和 Blastp 
(http://www. ncbi. nlm. nih. gov/blast) 上 进行 ; 多 
序列 比 对 在 Clustal W2 ( http://www. ebi. ac. uk/ 


Tools/clustalw2/) 上 完成 ; 信号 肽 的 预测 在 SignalP 
( http://www. cbs. dtu. dk/services/SignalP/) E 5 
成 ; 利用 邻 位 相连 法 (Neighbor-Joining，NJ) 构建 进 
化 树 , 用 于 多 序列 比 对 和 进化 关系 分 析 的 序列 及 其 
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R2 用 于 多 序列 比 对 及 进化 树 分 析 的 SPs 序列 
Table 2 Sequences of SPs used in multiple alignments 


and phylogenetic tree construction 


昆虫 种 类 


Insect species 


AM GenBank 登录 号 


Name GenBank accession no. 





Ag-18D AAD38336 冈比亚 按 蚁 Anopheles gambiae 
Bm-PPAE NP_001036832 RH Bombyx mori 
Dm-Easter NP_524362 FA Ft Drosophila melanogaster 
Dm-Snake NP_524338 黑 腹 果 蝇 D. melanogaster 

Dm-SPE NP_651168 黑 腹 果 蝇 D. melanogaster 
Ha-PPAE ABU98654 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 

Ms-HP8 AAV91006 烟草 天 蛾 Manduca sexta 
Ms-PAP1 AAX18636 烟草 天 蛾 M. sexta 
Ms-PAP2 AAL76085 烟草 天 蛾 M. sexta 
Ms-PAP3 AAO74570 烟草 天 蛾 M. sexta 

Tm-SPE AB363980 黄粉 虫 Tenebrio molitor 

GenBank 登录 号 见 表 2。 


1.3 重组 蛋白 表达 及 多 克隆 抗体 制备 

1.3.1 重组 质粒 构建 : 设计 市 有 EcoR 工 酶 切 位 点 
的 SubSP1-F Ar Sal 酶 切 位 点 SubSP1-R 作为 
引物 ( 表 1) ， 以 血细胞 和 脂肪 体 cDNA 为 模板 PCR 
SEHR Pr-SPI cDNA 全 长 。PCR 产物 和 pET- 
28a( + ) 分 别 用 EcoR I 和 Sal I (TaKaRa ) 进行 双 
酶 切 ， 酶 切 产 物 经 过 切 胶 回收 纯化 后 用 T4 连接 酶 
( Promega ) 连接 得 到 重组 质粒 , 命名 为 pET28-SP1。 
将 pET28-SP1 转化 Trans-Tl 感受 态 细胞 (北京 全 式 
金 生物 公司 ), 次 日 挑选 单 阔 落 , AHA PCR 验 
证 后 将 阳性 克隆 送 至 上 海 生 工 生物 技术 有 限 公司 
测序 。 

1.3.2 重组 蛋 日 表达 : 将 插入 Pr-SPI cDNA WE 
组 质粒 pET28-SP1 转化 Transetta( DE3 ) 感受 态 细 胞 
(北京 全 式 金 生物 公司 ), 挑选 单 菌 沙 接 种 到 5 mL 
LB 液体 培养 基 中 (50 pg/mL RIER), 在 37C， 
200 r/min 的 条 件 下 培养 过 夜 。 次 日 菌 液 用 新 鲜 的 
LB 培养 基 以 1: 100(v:v) 的 比例 稀释 ,37%C，200 
r/min 的 条 件 下 培养 至 菌 液 的 OD oq 达到 0.8 左右 。 
加 入 寞 丙 基 -B-D- 硫 代 吡 喃 半 乳 糖苷 (B-D-1- 
thiogalactopyranoside, IPTG) 至 终 浓度 1 mmol/L, 3 
外 设 不 加 IPTG BY A wR Ey MT AR, Æ 30°C , 200 
r/min 的 条 件 下 培养 5 h, 12 000 g 离心 1 min, FE 
W, 收集 细菌 沉 尝 。 

1.3.3 SDS-PAGE 及 多 克隆 抗体 制备 : 用 5 mL 
PBS 缓冲 液 重 基 细菌 ， 吹 打 均 匀 后 加 入 1. 25 mL 


5 x SDS 上 样 缓冲 液 [250 mmol/L Tris-HCl (pH 
6.8) , 10% (w/v) SDS, 2.5% (w/v) 温 酚 蓝 , 50% 
(w/v) 甘油, 5% (w/v) B- 殖 基 乙 醇 ] ,水浴 者 沸 10 
min 后 置 于 冰 上 冷却 3 min, 接着 在 12 000 g 下 离心 
10 min 后 用 于 SDS-PAGE (浓缩 腕 4%, DER 
12% ) 。SDS-PAGE WE ABER HINTERE, 
切割 收集 Pr-SP1 HR RIMA RA 1 x SDS-PAGE 
缓冲 液 | 0. 125 mmol/L Tris, 12.5 mmol/L HAR, 
0.5% (w/v) SDS | 的 透析 袋 内 ,两 边 加 上 60 V 的 
电压 进行 透析 过 夜 。 用 离心 超 滤 管 (Millipore ) 对 透 
析 液 进行 脱盐 浓缩 后 作为 抗原 , 送 至 浙江 中 医药 大 
学 动物 实验 中 心 制备 多 克隆 抗体 。 利 用 抗体 纯化 
HAILE Montage™ Antibody Purification PROSEP®-A 
Kit( Millipore ) 说 明 书 对 抗体 进行 纯化 。 

1.4 SERIES RT-PCR 

1.41 免疫 诱导 及 取样 : EX 10 个 化 晴 12 h AX 
BEE, 各 注射 1 pL 含有 5 x10° 个 灭 活 大 肠 杆菌 
(DH5a) 的 PBS 缓冲 液 。1 h ARER, 得 
到 血细胞 、 血 浆 、 脂 肪 体 、 中 肠 、 表 皮 等 组 织 。 具 
体 方 法 如 下 : (1) 用 昆虫 针 扎 破 翅 芽 处 表皮 ， 从 血 
腔 中 吸取 血 淋 巴 ， 加 入 到 预 冷 的 抗 凝 液 中 (93 
mmol/L 氧化 钠 , 100 mmol/L 434%, 30 mmol/L FF 
SER = FH, 26 mmol/L FF & HR, 10 mmol/L Na,- 
EDTA, pH 4.6), 200 g 离心 10 min, 收集 上 清 液 为 
É, 用 PBS 绥 冲 液 清洗 沉淀 3 次 后 用 适量 PBS E 
其 得 到 血细胞 ; C) ARA PR ARANA 
E, 加 PBS 缓冲 液 重 悬 乳 白色 的 脂肪 体 , 吸取 脂肪 
体 加 入 到 预 冷 的 PBS 缓冲 液 中 ; (3) 用 PBS 冲洗 3 
KIR, 洗 净 脂肪 体 ， Ma Tbk E RAMA Bl 
冷 的 PBS 中; (4) 将 剩 下 的 表皮 加 入 到 预 冷 的 PBS 
中 。 浆 血细胞 和 颗粒 血细胞 的 分 离 和 收集 参照 方 
琦 (2010 ) 的 方法 进行 。 每 个 组 织 均 做 S$ 次 重复 。 

FSR OBA 150 粒 , 1, 3 和 5 龄 幼虫 各 5 
头 , HOH 12 h ABMS 个 , 用 在 灭 活 大 肠 杆菌 沉 泻 
中 本 过 的 细 针 分 别 扎 破 卵 表面 ,幼虫 腹部 及 晴 的 翅 
牙 处 。 分 别 以 30 粒 卵 、 单 头 幼 虫 和 单个 晴 为 一 组 ， 
于 处 理 1 bh 后 各 取 一 组 在 液 氮 里 磨 碎 。 不 同 虫 态 及 
虫 龄 均 做 5 次 重复 。 

另 取 化 师 12 h ARZE ERAM 60 个 , 注射 1 pL 
不 同 诱导 物 [ 分 别 为 约 20 AL Sephedex A-50 fh Ik 
(北京 拜 尔 迪生 物 公司 )、5 x 10 个 灭 活 大 肠 杆 菌 
(DH5@), 2 mg/mL Ek El ft ER A ( ATCC 4698, 
Sigma), 2x 10 RIFE BoA]. W15 
个 沫 粉 蝶 师 用 于 晴 期 优势 寄生 蜂 一 一 蝶 师 金 小 蜂 
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Pteromalus puparum 单 头 寄生 ， 寄 生 人 参照 Ca 等 
(2004 ) 方 法 进行 。 以 注射 PBS 缓冲 液 的 肾 作 为 对 
照 。 分 别 于 处 理 1, 8 和 24 h 后 取 整 头 肾 在 液 氨 里 
磨 雁 。 每 个 处 理 每 个 时 间 段 均 做 S 次 重复 。 

1.4.2 RNA 提取 及 cDNA 制备 : 用 适量 Trizol 重 
HE, FE Trizol Reagent ii AA HEAL RNA, 参照 
1.2.1 的 方法 检测 总 RNA 纯度 及 浓度 , 随后 以 1 ug 
总 RNA 为 模板 制备 cDNA 第 一 链 。 所 得 cDNA fi 
释 10 售后 用 于 实时 灾 光 定量 RT-PCR 反应 。 

1.4.3 引物 设计 及 反应 参数 : 以 菜 粉 蝶 的 18S 作 
为 看 家 基因 (house-keeping gene), 利用 Primer3 


(http ://frodo. wi. mit. edu/ cgi-bin/ primer3/primer3 _ 


www. cei) 在 线 设计 引物 RT18S-F 和 RTI8S-R ($ 
1) 用 于 Pr-18S 的 灾 光 检测 , 同时 设计 引物 RTSP1-F 
和 RTSP1-R( œ 1) 用 于 Pr-SPI RSER WI, PCR 反 
应 体系 (20 ML) 参照 SsoFast EvaGreen® Supermix 
With Low ROX 奖 光 定量 试剂 盒 ( Bio-Rad ) 说 明 书 。 
在 ABI 7500( Applied Biosystems ) 检测 系统 上 进行 操 
VE. PCR 扩 增 程序 为 95C 预 变性 30 s, 95°C ARRE 3 
s, 60°C 退火 和 延伸 共 34 s, 进行 40 个 循环 ; 最 后 
以 0.01°C/s 的 速度 从 65 ~95 忆 记录 熔 解 曲线 。 
1.5 免疫 印迹 检测 
1.5.1 样品 制备 及 和 蛋 日 浓度 测定 : 参照 1.4.1 采 
用 不 同方 法 对 某 粉 蝶 肾 进行 处 理 , 于 1 h 后 取样 ， 
用 适量 PBS HAMMER, Pegi 12 000 g 离心 
1 min, 上 清 即 总 蛋白 。 按 Bradford 和 蛋白 定量 试剂 盒 
(北京 普 利 莱 基因 技术 有 限 公 司 ) 说 明 检 测 总 蛋 日 
浓度 , 并 用 PBS 缓冲 液 稀释 到 2 pg/pL。 
1.5.2 ” 电 转移 及 抗体 杂交 : 取 10 pL ARE 
Mi, 参照 1.3.3 方法 进行 SDS-PAGE。 利 用 半 干 转 
印 仪 (Bio-Rad), 将 SDS-PAGE W EHE A ae 
2 TH R 2 4E XA IK (nitrocellulose filter, NC, 
Millipore) E, HE 1% BSA AY TBST 常温 封闭 1 h; 
先 用 纯化 的 抗 Pr-SP1 的 多 克隆 抗体 一 抗 (稀释 500 
E UE AA FH 
IgG (Sigma) 二 抗 (稀释 3 000 倍 ) 孵育 1 h; 最 后 用 
TMB 显 色 液 (Promega ) 进行 显 色 , 待 显 色 完成 后 在 
蒸馏水 里 终止 显 色 。 
1.6 ”数据 统计 与 分 析 

实时 殉 光 定量 RT-PCR 采用 相对 定量 法 , 依据 
各 样品 和 其 对 应 的 18S 的 Ct 值 ,参照 2 “人 方法 
(Livak and Schmittgen, 2001) 进行 分 析 。 不 同样 本 
之 间 的 差异 采用 ANOVA 在 DPS (version 8.01) 软 
件 上 进行 统计 (P<0.05, LSD 多 重 比 较 )。 


2 结果 与 分 析 


2.1 HER SPs 基因 片段 扩 增 

设计 简 并 引物 对 沫 粉 蝶 SPs 家 族 基 因 上 所 段 进 行 
PCR 扩 增 , 得 到 一 条 略 小 于 500 bp 的 特异 性 条 市 ， 
大 小 与 理论 值 相符 。 随 机 挑选 了 共 43 个 单 菌 落 进 
行 测序 , 获得 7 个 不 同 的 片段 , 大 小 均 在 450 bp Æ 
A, 其 序列 中 均 包 含 了 完整 的 SPs 保守 催化 结构 
(His, Asp, Ser), SSHMEHR SPs 是 一 致 的 
(Jiang and Kanost, 2000) , 并 对 Pr-SPI 进行 了 全 长 
cDNA # 3% , 
2.2 Pr-SPI cDNA 全 序列 扩 增 及 分 析 

通过 RACE 技术 , 分 别 获 得 Pr-SP1 全 长 cDNA 
HY 3940 SF, 利用 SeqMan 拼接 获得 Pr-SP1 
的 cDNA 全 序列 。 其 序列 全 长 为 1489 bp, HH 5’ 
端的 非 编 码 区 (untranslated region, UTR) 长 130 bp; 
ORF K 1 059 bp, 编码 353 (BEBA, Signal IP 
(version 3.0) 预测 结果 表明 其 N 端 有 一 段 长 20 个 
PATER M ES AK; 3 ' 端 非 编码 区 长 300 bp, 包 
含 典 型 的 AATAAA 加 尾 信 和 号, 末端 带 有 11 bp 的 
Poly( A) 尾 , 说 明 Pr-SP1 全 长 cDNA 序列 是 个 完整 
的 序列 。 
2.3 Pr-SPI 推导 氨基 酸 序 列 分 析 

Signal IP( version 3. 0 ) 预测 结果 表明 Pr-SP1 N 
端 有 一 段 长 20 “eA EPR RE aS IK, AUK 
预测 分 子 量 为 36. 85 kDa, 理论 pl X 6.41, Xf Pr- 
SP1 的 推导 氮 基 酸 序 列 进行 多 序列 比 对 分 析 , 结果 
显示 (图 1) , 其 信号 肽 后 是 由 48 个 氨基 酸 残 基 ( 第 
21 -68 位 ) 组 成 的 发 夹 结 构 域 (clip domain), HA 
6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 (Cys), 可 以 组 成 3 对 二 硫 键 
(disulfid bond); 发 夹 结构 域 后 是 一 段 定 集 了 合 氧 
R. IMAR AAR AR (PEST-rch) 的 连接 区 
J (linker region) (第 69 - 94 (7); 预测 酶 切 位 点 为 
ER” x» I YGG。 由 此 推测 Pr-SP1 前 体会 被 胰 蛋 白 
酶 样 的 重 日 酶 和 剪 切 ; C 端 是 具有 催化 活性 的 结构 域 
(catalytic domain) (第 95 ~ 353 位 ), 含有 完整 的 保 
守 的 催化 三 联 体 (catalytic triad residues ) His'”, 
Asp”, Ser ， 还 包括 由 Asp, Gly”, Gly 4H Ag 
的 底 物 特异 性 的 口袋 状 结构 , 表明 Pr-SP1 HAIR 
和 蛋白酶 样 的 水 解 酶 切 活性 , 同 发 夹 结构 域 一 样 含有 
6 个 保守 的 Cys, 可 以 组 成 3 对 二 硫 键 , 另外 还 有 1 
个 Cys 会 和 连接 区 域 中 的 Cys 形成 二 硫 键 , 这 使 得 
轻 链 和 重 链 在 Pr-SP1 被 前 切 后 仍然 会 连接 在 一 起 
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et al., 2008; An et al. 2010), 44h, Pr-SP1 和 这 4 
种 蛋白 酶 有 着 相同 酶 切 位 点 (R * D 和 底 物 结合 位 
i AER RE (DGG) (图 1)。 据 此 我 们 预测 Pr- 
SP1 很 可 能 隶属 于 沫 粉 蝶 proSpätzle 激活 酶 。 

3.2 Pr-SPl 转录 及 其 蛋白 产物 表达 特征 

组 织 分 布 结 采 表明 ,， 晴 期 Pr-SPI 主要 在 血 细 
胞 特别 是 颗粒 血细胞 内 转录 , 其 恒 日 产物 产物 主要 
分 布 在 血浆 中 , 血细胞 中 没有 检测 到 , 这 可 能 是 由 
于 Pr-SP1 合成 后 被 迅速 转移 到 了 胞 外 ; 为 外 在 脂 
肪 体 中 有 少量 转录 和 表达 (图 4) , 序列 与 其 相似 的 
烟草 天 蛾 的 HP8 在 脂肪 体 和 血细胞 中 均 有 转录 ， 
而 成 熟 肽 在 血 淋 巴 中 有 分 布 (Jiang et al., 2005), 
但 没有 关于 脂肪 体 中 HP8 成 熟 肽 分 布 的 研究 。 

不 同 虫 态 及 虫 龄 实验 绪 果 表明 Pr-SPI EKK 
蝶 卵 期 也 有 转录 , 其 重 日 产物 也 有 表达 (图 5$)。 已 
有 的 研究 表明 在 烟草 天 蛾 的 卵 具 有 和 对 天 免疫 系统 ， 
含有 多 种 与 黑 化 及 抗菌 肽 合成 相关 的 丝氨酸 和 昼 日 
酶 , 能 抵御 细菌 感染 和 卵 期 寄生 蜂 寄 生 ( Gorman et 
al., 2004; Abdel-latief and Hilker, 2008) ; 黑 腹 果 蝇 
的 Easter 和 SPE 39 HE Se db E i PE Zr IE 
, KH SPE 还 能 诱导 抗菌 肽 
合成 (Jang et al., 2006 ) 。 卵 期 存在 Pr-SP1 提示 Pr- 
SP1 不 仪 参与 先天 人 免疫 , 还 可 能 调控 羔 粉 蝶 胚 胎 发 
Ao WARIRI RE Pr-SPI 转录 及 其 重 日 产物 
表达 水 平 呈 上 升 趋势 , 在 5 龄 达到 最 高 峰 , 可 能 是 
因为 随 着 幼虫 的 发 育 免 疫 机 制 逐渐 完善 以 及 受 外 
界 刺 激增 多 ; 晴 期 表达 和 转录 水 平 的 下 降 可 能 是 因 
为 菜 粉 蝶 师 元 本 喘 具 有 较 强 抵抗 力 而 且 个 体 受 外 
界 刺激 的 几率 减 小 (图 5)。 这 提示 Pr-SP1 主要 在 
抵抗 病原 体 入侵 的 过 程 中 发 挥 作用 。 

不 同 诱导 物 及 诱导 时 间 结 果 显 示 ，Pr-SP1 的 
转录 及 其 蛋 日 产物 表达 水 平 可 以 被 大 肠 杆 菌 ( 革 兰 
氏 阴 性 菌 )、 滕 黄 微 球菌 ( 半 兰 氏 阳 性 菌 ) 和 巴 斯 德 
毕 赤 醇 母 诱 导 ， 而 微 珠 不 能 诱导 (图 6) ,表明 病原 
体 入 侵 诱导 了 Pr-SP1 的 转录 和 表达 ,这些 实 验 结 
果 证 明 Pr-SP1 参与 了 菜 粉 蝶 血 淋巴 内 应 对 革 兰 氏 
HEN, 革 兰 氏 阴 性 菌 及 酵母 等 多 种 病原 体 的 入 侵 
的 体液 免疫 反应 。 类 似 的 结果 在 其 他 昆虫 中 也 有 
HUA: 黑 腹 采 蝇 的 SPE SEEME bal ABRE A (E 
fA Beauveria bassiana Aa) 激活 ， 继 而 剪 切 
proSpätzle 产生 活性 因子 C106 来 诱导 多 种 抗菌 肽 表 
达 ( Jang et al., 2006) ; 烟草 天 蛾 的 HP8 会 被 苏芮 微 
ERE BY BE BE SHE (B-1,3- RE) 激活 继而 剪 切 
proSpätzle 产生 活性 因子 C108, 诱导 抗菌 肽 合成 


( dorsal-ventral pattern ) 


(An et al., 2009; An et al., 2010); 黄粉 虫 的 SPE 
NA TOBA MERO, 345910] proSpätzle, 诱导 搞 
HEM (Kim et w/.，2008 ) 。 值 得 注意 的 是 , 黑 腹 
REBAY SPE、 烟 草 天 蛾 的 HP8 和 Pr-SPI 的 激活 模 
式 并 不 完全 相同 : 黑 腹 果 蝇 的 SPE, MER R A 
HP8 均 不 会 被 车 兰 氏 阴 性 菌 激 活 , 而 且 烟 草 天 蛾 的 
HP8 基因 转录 水 平 在 注射 大 肠 杆菌 后 24 h 显著 下 
降 ( Jiang et al., 2005; Jang et al., 2006) 。 这 说 明 在 
不 同 昆 虫 中 丝氨酸 蛋白 酶 级 联 作用 的 病原 体 是 不 
同 的 , 也 提示 了 菜 粉 蝶 体 内 可 能 存在 不 同 于 有 果 蝇 和 
烟草 天 蛾 的 抵御 章 兰 氏 阴 性 菌 的 免疫 途径 。 对 烟 
草 天 蛾 的 PAR 的 研究 中 发 现 发 夹 结构 域 上 存在 和 
AER Cdefensin) 类 似 的 细菌 结合 位 点 (Huang et 
al., 2007), 这 提示 可 能 是 发 夹 结构 的 差异 造成 了 
丝 须 酸 生日 酶 功能 的 差异 。 
3.3 NE 

结合 多 序列 比 对 ( 图 1) 和 系统 进化 树 分 析 ( 图 
2) 表 明 ，Pr-SP7 的 推导 氮 基 酸 序 列 和 结构 与 烟草 
天 蛾 、 黑 腹 采 蝇 和 黄粉 虫 的 proSpätzle 激活 酶 基因 
高 度 相似 , 这 3 种 proSpátzle 激活 酶 均 能 被 细 示 或 
真菌 诱导 (Jang et al., 2006; Kim et al., 2008; An et 
al., 2010) ; 组 织 分 布 ( 图 4)、 不 同 虫 仿 和 虫 龄 比较 
(AS) 以 及 不 同 诱导 物 和 诱导 时 间 实 验 ( 图 6) 结果 
表明 , Pr-SPI 主要 在 颗粒 血细胞 内 转录 , 其 蛋白 产 
物产 物 被 迅速 转移 至 胞 外 , 并 在 抵御 病原 体 入侵 中 
发 挥 作用 , 参与 了 菜 粉 蝶 血 淋巴 内 应 对 革 兰 氏 阳 性 
菌 , 革 兰 氏 阴 性 菌 及 醉 母 等 多 种 病原 体 的 入 侵 的 体 
TERI. ALERT HEM Se Bre Pr-SPI FY RES 
Ja TREE proSpätzle 激活 酶 , 但 仍 需 深入 了 解 
Pr-SP1 ANKER proSpätzle 之 间 互 作 的 关系 ， 以 期 
得 到 更 坚实 的 证 据 ; 而 Pr-SP1 是 否 能 诱导 抗菌 肽 
的 合成 还 需要 利用 RNA 干扰 和 细菌 侵 染 等 实验 来 
证 明 。 
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